ENT COOPERATION TRE/^ 



PCT/DE00/01071 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
wMiieu oidies raieni ana i raoemarK 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

08 December 2000 (08.12.00) 


International application No. 
PCT/DE00/01071 


Applicant's or agent's file reference 
sei 1 pet 


International filing date (day/month/year) 
04 April 2000 (04.04.00) 


Priority date (day/month/year) 
08 May 1999 (08.05.99) 


Applicant 

SEIFARTH, Wolfgang et al 





1. The designated Office is hereby notified of its election made: 



I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

21 November 2000 (21.1 1.00) 

I | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X[ was 

□ 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Kiwa Mpay 
Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



DE0001071 



VERTRAG^^R DIE INTERNATIONALE ZUS^fclENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWeHnS 



PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwafts 

sei 1 pet 



WEITERES siene Mitteilung uber die Ubermlttlung des internationalen 

unDrcum Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 

VORGtHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01071 



Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

04/04/2000 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/05/1999 



Anmelder 



RUPRECHT-KARLS-UNIVERSITAT HEIDELBERG et al . 



?iSf e . r i« e -T atlona,e Recnercnen bericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder qemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



. Blatter. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 

\T\ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. 



Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen 
wurde voraeleot. * 



2. 
3. 



□ 
□ 

E 

m 

□ 
□ 



wurde vorgelegt. 

Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
Mangel nde Elnhertllchkert der Erflndung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

PH wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

|Y1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 

I | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 
I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



iatlonales Aktenzeichen 

/DE 00/01071 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 C12Q1/70 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprtifstoff (Klassifikationssystem und Massif ikationssymboie ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprtifstoff gehorende Veroffentiichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 
Wahrend der intemationaien Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Data, MEDLINE, EMBL 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



MACK 0 H ET AL: "A SENSITIVE METHOD FOR 

THE IDENTIFICATION OF UNCHARACTERIZED 

VIRUSES RELATED TO KNOWN VIRUS GROUP 

HEPADNAVIRUS MODEL SYSTEM" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE UNITED STATES, 

Bd. 85, Nr. 18, 1988, Seiten 6977-6981, 

XP002148107 

1988 

ISSN: 0027-8424 
das ganze Dokument 

_/__ 



1-9 



SWeitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationaien 
Anmeldedatum veroffentlicht word en ist 



Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund anqegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
„_„ eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P Veroffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationaien Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundelieqenden 
Theone angegeben ist a 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 

22. September 2000 



Absendedatum des intemationaien Recherchenberichts 



10/10/2000 



Name und Postanschrift der Intemationaien Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-^3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Hagenmaier, S 



Formblatt PCT/1SA/210 (BJatt 2) (Juli 1 992) 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONAL 



HI 



ECHERCHENBERICHT 



atlonales Aktenzelchen 

/DE 00/01071 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



SEIFARTH WOLFGANG ET AL: "Retrovi rus-1 i ke 
particles released from the human breast 
cancer cell line T47-D display type B- and 
C-related endogenous retroviral 
sequences . " 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 69, Nr. 10, 1995, Seiten 6408-6416, 
XP002148206 
ISSN: 0022-538X 
das ganze Dokument 

WO 93 25707 A (TENORIO MATANZO ANTONIO 
;INST DE SALUD CARLOS III (ES)) 
23. Dezember 1993 (1993-12-23) 
das ganze Dokument 

DONEHOWER L A ET AL: "THE USE OF PRIMERS 
FROM HIGHLY CONSERVED POL REGIONS TO 
IDENTIFY UNCHARACTERIZED RETROVIRUSES BY 
THE POLYMERASE CHAIN REACTION" 
JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, 
Bd. 28, Nr. 1, 1990, Seiten 33-46, 
XP000946504 
ISSN: 0166-0934 
das ganze Dokument 

ROSE TIMOTHY M ET AL: 
"Consensus-degenerate hybrid 
oligonucleotide primers for amplification 
of distantly related sequences." 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

Bd. 26, Nr. 7, 1. April 1998 (1998-04-01), 
Seiten 1628-1635, XP002148108 
ISSN: 0305-1048 
Siehe Fig. 4 and 5 
das ganze Dokument 



1,2 



3-9 
1-9 

1-9 



1-9 



US 5 478 724 A (MORSE STEPHEN S 
26. Dezember 1995 (1995-12-26) 
das ganze Dokument 



ET AL) 



WICHMAN H A ET AL: "IN SEARCH OF 
RETR0TRANSP0S0NS EXPLORING THE POTENTIAL 
OF THE PCR" 
BIOTECHNIQUES, 

Bd. 13, Nr. 2, 1992, Seiten 258-263, 265, 
XP002148109 
ISSN: 0736-6205 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-9 



1-9 
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INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



1 



natlonales Aktenzelchen 

T/DE 00/01071 



C(Fortsetzung) ALS WE SENT LI CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



INNIS ET AL.: "PCR PROTOCOLS" 

1990 , ACADEMIC PRESS , US, SAN DIEGO 

XP002148111 

"DETECTION AND TYPING OF GENITAL HUMAN 
PAPILLOMAVIRUS", TING ET AL. 
Seite 356 -Seite 367 

W0 95 02704 A (US GOVERNMENT) 
26. Januar 1995 (1995-01-26) 
das ganze Dokument 

EP 0 789 081 A (INST DE SALUD CARLOS III) 
13. August 1997 (1997-08-13) 
das ganze Dokument 

INNIS ET AL.: "PCR PROTOCOLS" 

1990 , ACADEMIC PRESS , US, SAN DIEGO 

XP002148112 

"DEGENERATED PRIMERS FOR DNA 
AMPLIFICATION" ,COMPTON 
Seite 39 -Seite 45 

EP 0 229 701 A (CETUS CORP) 
22. Juli 1987 (1987-07-22) 
das ganze Dokument 

SEIFARTH WOLFGANG ET AL: "Rapid 
identification of all known retroviral 
reverse transcriptase sequences with a 
novel versatile detection assay." 
AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, 
Bd. 16, Nr. 8, 20. Mai 2000 (2000-05-20), 
Seiten 721-729, XP002148110 
ISSN: 0889-2229 
das ganze Dokument 
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VERTRAG UBE^E INTERNATIONALE ZUS Afl ENARBEIT AUF^D EM 

m GEBIET DES PATENTWESeNS^ 

REC'D 1 8 JUL 2001 



WlPO 



PCT 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
sei-1 / PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 


I nternationa les Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 


PCT/DE00/01071 


04/04/2000 


08/05/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/70 


Anmelder 






RUPRECHT-KARLS-UNIVERSITAT HEIDELBERG et al. 





1 . Dieser international vorlaufige Pmfungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfindehsche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 



II 


□ 


IN 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 




VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
21/11/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
13.07.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/■ml D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter y^p^^s. 
Leber, T I ^> | 

Tel. Nr. +49 89 2399 71 95 ^5^^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 071 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, ge/ten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-30 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-9 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1,2, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

K in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

IS bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
I3 Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 071 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Beriicksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die so/che Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-9 




Nein: 


Anspruche 




Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


5,6,8 




Nein: 


Anspruche 


1-4,7,9 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-9 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daf3 die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Manqel aufweisf 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken- 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : MACK D H ET AL: 'A SENSITIVE METHOD FOR THE IDENTIFICATION 

OF UNCHARACTERIZED VIRUSES RELATED TO KNOWN VIRUS GROUP 
HEPADNA VIRUS MODEL SYSTEM' PROCEEDINGS OF THE NATIONAL 
ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES, Bd. 85, Nr. 18, 1988, 
Seiten 6977-6981, XP002148107 1988 ISSN: 0027-8424 

D2: SEIFARTH WOLFGANG ET AL: 'Retrovirus-like particles released from the 
human breast cancer cell line T47-D display type B- and C-related 
endogenous retroviral sequences.' JOURNAL OF VIROLOGY, Bd. 69, Nr. 
10, 1995, Seiten 6408-6416, XP0021 48206 ISSN: 0022-538X 

D3: DONEHOWERLAETAL: THE USE OF PRIMERS FROM HIGHLY 
CONSERVED POL REGIONS TO IDENTIFY UNCHARACTERIZED 
RETROVIRUSES BY THE POLYMERASE CHAIN REACTION' JOURNAL 
OF VIROLOGICAL METHODS, Bd. 28, Nr. 1, 1990, Seiten 33-46, 
XP000946504 ISSN: 0166-0934 

1. Neuheit 

1.1 Die Anspriiche 1 und 2 sind neu (Art 33(2) PCT), da die genauen Sequenzen der 
Primer bzw. des "Kopf'-Abschnittes den im Recherchenbericht genannten 
Dokumenten nicht entnommen werden konnen. 

1 .2 Anspruche 3-8 sind neu (Art 33(2) PCT), da ein Verfahren unter Verwendung der 
in Anspruch 1 genannten Primer in Kombination mit dem RDBH-Verfahren den im 
Recherchenbericht genannten Dokumenten nicht entnommen werden kann. 

1.3 Anspruch 9 ist neu (Art 33(2) PCT), da ein Diagnosekit zum spezifischen 
Nachweis von retroviraler Nukleinsauren/Retroviren nicht in den im 
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Recherchenbericht genannten Dokumenten aufgefuhrt ist. 



2. Erfinderische Tatigkeit 

2.1 Jedes der Dokumente D1-D3 fur sich genommen stelit den nachsten Stand der 
Technik fur die Anspruche 1 und 2 dar (D1: Seite 6977 Abstract; Seite 6978 Fig. 
1 ; Seite 6979 Fig. 2 und "Role of 5' Extension of Primers; D2: Seite 6408 Abstract; 
Seite 6409 "RT-PCR and controls"; D3: Seite 33 "Summary"; Seite 37, Fig. 1 und 
"Design and testing of "universal" retrovirus primers"). Anspruche 1 und 2 
unterscheiden sich von D1-D3 lediglich darin, daB die Sequenzen der Primer in 
den Primermischungen (Anspruch 1) und die Sequenz des "Kopf'-Abschnitts 
(Anspruch 2), nicht vollstandig identisch sind. Ein uberraschender technischer 
Effekt ist fur die in Anspruch 1 und 2 genannten Primer und den "Kopf'-Abschnitt 
gegenuber den in D1-D3 dargestellten Sequenzen nicht erkennbar. 
Das technische Problem besteht somit in der Bereitstellung alternativer 
Sequenzen fur die Primer und den "Kopf'-Abschnitt. 

Fur den Fachmann ist es Routine PCR-Primer zu entwerfen, diese mit einem 
"Kopf'-Abschnitt zu versehen und den gewahlten experimentellen Bedingungen 
anzupassen. Der in Anspruch 1 und 2 beschriebenen Losung des technischen 
Problems kann somit kein erfinderischer Schritt zuerkannt werden (Art 33(4) 
PCT). 

2.2 Jedes der Dokumente D1-D3 fur sich genommen stelit den nachsten Stand der 
Technik fur die Anspruche 3-8 dar (D1 : Seite 6977 Abstract; Seite 6978 Fig. 1 ; 
Seite 6979 Fig. 2 und "Role of 5' Extension of Primers; D2: Seite 6408 Abstract; 
Seite 6409 "RT-PCR and controls"; D3: Seite 33 "Summary"; Seite 37, Fig. 1 and 
"Design and testing of "universal" retrovirus primers"). 

2.2.1 Der Unterschied der Anspruche 3, 4 und 7 zu den Dokumenten D1-D3 
besteht darin, daG eine alternative Nachweismethode, namlich RDBH 
(Reverse Dot Blot Hybridisation) statt Klonierung gefolgt von Sequenzierung, 
verwendet wird. RDBH und verwandte Methoden, wie sie auch in der 
Beschreibung vorliegender Patentanmeldung genannt sind (Seite 7, Linie 22 
- Seite 8, Linie 27), gehoren seit Jahren zum Stand der Technik urn, 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 071 



beispielsweise, eine Vielzahl von PCR-Produkten in einem einzigen 
Hybridisierungschritt zu identifizieren (Schlagwort: RNA-Profiling). Fur den 
Fachmann ist es offensichtlich die auf der Membran oder dem Bio-Chip 
aufgebrachten synthetischen Oligonukleotide so auszuwahlen, daB ein 
spezifischer und empfindlicher Nachweis ermoglicht wird. Aus diesen 
Grunden kann den Anspriichen 3, 4 und 7 kein erfinderischer Schritt 
zuerkannt werden (Art 33(4) PCT). 

2.2.2 Der Unterschied der Anspruche 5, 6 und 8 zum nachsten Stand der Technik 
besteht darin, daB die Detektion eines PCR-Produkts nicht durch ein 
einziges Oligonukleotid sondern durch zwei unterschiedliche 
Oligonukleotide durchgefuhrt wird. Dieses Merkmal lost das technische 
Problem der sich mit zunehrnender Lange des zu synthetisierenden 
Oligonukleotids reduzierenden Syntheseeffizienz und erscheint deshalb 
erfinderisch zu sein (Art 33(4) PCT). 

2.3 Eine erfinderische Tatigkeit (Art 33(4) PCT) kann Anspruch 9 nicht zuerkannt 

werden, da es fur den Fachmann eine Routinetatigkeit darstellt, eine erfolgreiche 
Labormethode in ein Kit umzusetzen, so daB auch der technisch weniger versierte 
diese Methode schnell und erfolgreich durchfuhren kann. 

3. Gewerbliche Anwendbarkeit 

3.1 Die Anspruche der vorliegenden Patentanmeldung beziehen sich auf einen 
Gegenstand der das Kriterium der gewerblichen Anwendbarkeit zu erfullen 
scheint (Art 33(1 )(4) PCT). 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1. Urn der Regel 5.1(a)(ii) zu entsprechen wird der Anmelder aufgefordert die 

Dokumente D1-D3 in der Beschreibung zu nennen und deren relevante Teile kurz 
darzustellen sofern diese fur eventuell geanderte Anspruche noch von Bedeutung 
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Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Der Ausdruck "Klammer-Sequenz" in Anspruch 1 ist unklar (Art 6 PCT) da diesem 
Begriff im Zusammenhang mit einer Hybridisierungsreaktion keine eindeutige 
Bedeutung zugeordnet werden kann. 

2. Das Wort "deren" in Anspruch 1 ist unklar (Art 6 PCT) im Hinblick auf seinen 
Bezug (Nukleotidsequenz oder Klammer-Sequenz). 

3. Die Sequenzen SEQ ID NO. 1-4 in Anspruch 1 sind nicht klar definiert. In der 
Beschreibung scheint die jeweilige Sequenz, die "Kopf'-Sequenz zu umfassen 
(Seite 5, Linien 16 - Seite 6, Linie 6) in Anspruch 1 jedoch nicht (Art 6 PCT). 

4. Anspruch 1 ist dahingehend unklar (Art 6 PCT), ob die Primermischungen MOP 
und MOP-C die Gesamtheit aller moglichen durch die Degeneration des 
genetischen Kodes sich ergebenden Primer enthalt. Ferner wird der Anmelder 
aufgefordert dariiber Auskunft zu geben, ob die in vorliegender Patentanmeldung 
durchgefiihrten Versuche zur Stutzung des Anspruches mit einer Primermischung 
durchgefuhrt wurden, die tatsachlich alle moglichen Primer enthalt (Art 6 PCT). 

5. Die Abkurzung "RBDH" in den Anspruchen 3, 4 usw. ist unklar (Art 6 PCT) und 
sollte ausformuliert werden. 

6. Der Ausdruck "... die jeweils (je Sonde)..." in Anspruch 3 sollte zur Verbesserung 
der Klarheit umformuliert werden (Art 6 PCT). 

7. Der Ausdruck "vorzugweise" in den Anspruchen 5, 6 etc. fuhrt zu Unklarheiten 
iiber den genauen Schutzumfang der Anspruche (Art 6 PCT). 

3. Der Ausdruck "gleich groB" im Zusammenhang mit Oligonukleotiden ist unklar (Art 
6 PCT). 
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9. Der Ausdruck "Abschnitt dieser Region" in den Anspruchen 4 und 7 ist unklar (Art 
6 PCT) und erweitert den Schutzbereich uber das durch die Beschreibung 
gestutzte hinaus, da selbst ein einziges Nukleotid einen "Abschnitt dieser Region" 
darstellt. 

10. Die Bedeutung von "...die zusammen..." in Anspruch 8 ist unklar (Art 6 PCT). 

1 1 . Bei einer Reihe von zitierter Literatur fehlt die vollstandige Literaturangabe (zum 
Beispiel Seite 1 , Zeilen 20, 21 , 26 usw.). 
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I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 

PxQ the description: 

pages 

pages 

pages 



1-30 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-9 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/4-4/4 



, as originally filed 
, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1,2 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



m , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

[ "I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[ | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I | the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed' 1 and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-9 



5, 6, 8 



1-4, 7, 9 



Industrial applicability (IA) Claims 

Claims 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents 



Dl 



D2 



MACK D. H. ET AL. : W A SENSITIVE METHOD FOR THE 
IDENTIFICATION OF UNCHARACTERIZED VIRUSES RELATED TO 
KNOWN VIRUS GROUP HE PADNAV I RUS MODEL SYSTEM", 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF 
THE UNITED STATES, Vol. 85, No. 18, 1988, pages 
6977-6981, XP002148107, 1988, ISSN: 0027-8424 
SEIFARTH WOLFGANG ET AL . : *Retrovirus-like particles 
released from the human breast cancer cell line 
T47-D display type B- and C-related endogenous 
retroviral sequences." JOURNAL OF VIROLOGY, Vol. 69, 
No. 10, 1995, pages 6408-6416, XP002148206, ISSN: 
0022-538X 

DONEHOWER L. A. ET AL . : * THE USE OF PRIMERS FROM 
HIGHLY CONSERVED POL REGIONS TO IDENTIFY 
UNCHARACTERIZED RETROVIRUSES BY THE POLYMERASE CHAIN 
REACTION" , JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, Vol. 28, 
No. 1, 1990, pages 33-46, XP000946504, ISSN: 0166- 
0934 . 



1. Novelty 

1.1 Claims 1 and 2 are novel (PCT Article 33(2)) because 
the exact sequences of the p rimer or -head" segment 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



D3 



are not found in the search report citations. 

1.2 Claims 3-8 are novel (PCT Article 33(2)) because a 
method using the primer as per Claim 1 and combined 
with the RDBH method cannot be found in the search 
report citations. 



1.3 



Claim 9 is novel (PCT Article 33(2)) because a 
diagnostic kit for specifically detecting retroviral 
nucleic acids or retrovirus is not found in the 
search report citations. 



2- Inventive step 



2.1 



Each of the documents D1-D3 represents the prior art 
closest to Claims 1 and 2 (Dl : page 6977, Abstract; 
page 6978, Fig. 1; page 6979, Fig. 2 and -Role of 5' 



Extension of Primers' 



D2: page 6408, Abstract; page 



6409, 



*RT-PCR and controls"; D3 : page 33, "Summary" 



page 37, Fig. 1 and "Design 



1 universal" retrovirus prime 



and testing of 

rs" ) . Claims 1 and 2 



di 



in 



ffer from D1-D3 only in that the primer sequences 
the primer mixtures (Claim 1) and the sequence of 



the "head" segment (Claim 



2) are not entirely 



identical. A 



surprising technical effect in relation 



to the sequences depicted in D1-D3 cannot be 



recognised in the pr 



imer and "head" segment as per 



Claims 



1 and 2 . The technical problem in question 



therefore consists in providing alternative 

sequences for the primer and "head" segment 



It is a matter of routine for a person skilled in 
the art to design PCR primers, to provide them with 

a "head" segment and to adapt them to the selected 
experimental conditions. The solution to the 
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technical problem, as described in Claims 1 and 2, 
therefore cannot be acknowledged to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 

2.2 Each of the documents D1-D3 represents the prior art 
closest to Claims 3-8 (Dl : page 6977, Abstract; page 
6978, Fig. 1; page 6979, Fig. 2 and "Role of 5' 
Extension of Primers"; D2 : page 6408, Abstract; page 
6409, *RT-PCR and controls"; D3 : page 33, * Summary" ; 
page 37, Fig. 1 and "Design and testing of 
^universal" retrovirus primers"). 

2.2.1 Claims 3, 4 and 7 differ from D1-D3 in that an 

alternative detection method, RDBH (Reverse Dot Blot 
Hybridisation) , is used instead of cloning followed 
by sequencing. RDBH and related methods, such as 
those which are also indicated in the description of 
the present application (page 7, line 22 - page 8, 
line 27), have been used for years in the prior art, 
for example for identifying a plurality of PCR 
products in a single hybridisation step (keyword: 
RNA profiling) . It is obvious for a person skilled 
in the art to apply synthetic oligonucleotides which 
enable specific and sensitive detection to the 
membrane or biochip. For these reasons, no inventive 
step can be acknowledged in Claims 3, 4 and 7 (PCT 
Article 33 (3) ) . 

2.2.2 Claims 5, 6 and 8 differ from the closest prior art 
in that a PCR product is detected by two different 
oligonucleotides rather than by a single 
oligonucleotide. The longer the oligonucleotide to 
be synthesised, the less efficient is its synthesis. 
This feature solves this technical problem and 
therefore appears to be inventive (PCT Article 
33(3)). 
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2.3 Claim 9 cannot be acknowledged to involve an 

inventive step (PCT Article 33(3)) because it is a 
matter of routine for a person skilled in the art to 
design a successful laboratory method in the form of 
a kit in order to enable even less technically 
qualified persons to apply the method quickly and 
successfully . 



3. Industrial applicability 



3 . 1 



The claims in the present application concern a 
subject matter which appears to meet the requirement 
of PCT Article 33(1) -(4) for industrial 
applicability. 
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I VII. Certain defects in the international application 



I The following defects in 



in the font, or contents of the international application have been noted. 



1 . 



Pursuant to PCT Rule 5.1(a) (ii) , the applicant is 
requested to cite documents D1-D3 in the 
description and to briefly outline their relevant 
parts, insofar as they are still relevant to 
possibly amended claims. 
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/HL Certain observations on the international application 



r he following observations on the clarity of the claims, description, and drawls or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made. 

The expression "clamp sequence" in Claim 1 is 

unclear (PCT Article 6) because this expression does 

not have an unequivocal meaning in the context of a 
hybridisation reaction. 



2 . 



4 . 



It is not clear to what the words "of which" in 
Claim 1 refer (to the nucleotide sequence or to the 
clamp sequence?) (PCT Article 6) . 

The sequences of SEQ ID NOs . 1-4 in Claim 1 are not 
clearly defined. In the description, the sequences 

appear to include the respective "head" segment 
(page 5, line 16 - page 6, line 6), but not 
1 (PCT Article 6) . 



>t in Claim 



It is not clear in Claim 1 (PCT Article 6) whether 
the primer mixtures MOP and MOP-C contain the 
totality of all possible primers resulting from the 
degeneration of the genetic code. Moreover, the 
applicant is requested to specify whether the assays 
carried out in the present application in order to 
support the claim have been carried out with a 
primer mixture that actually contains all the 
possible primers (PCT Article 6) . 

The abbreviation * RBDH" in Claims 3, 4, etc. is 
unclear (PCT Article 6) and should be spelled out. 



The expressions "each (each probe) containing../ m 
Claim 3 should be redrafted to make it clearer (PCT 
Article 6) . 
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III Certain observations on the international application 

T. The expression -preferably" in Claims 5, 6, etc. 



8 . 



9 . 



10 



11 



makes the exact scope of protection of the claims 
unclear (PCT Article 6) . 

The expression 'equally large" is unclear in the 
context of oligonucleotides (PCT Article 6) . 

The expression * segment of this region" in Claims 4 
and 7 is unclear (PCT Article 6) and extends the 
scope of protection beyond what is justified by the 
description, since even a single nucleotide 

represents a "segment of this region". 

The meaning of "which together..." in Claim 8 is 
unclear (PCT Article 6) . 

The bibliographical data for a number of cited 
documents is incomplete (for example page 1, lines 
20 , 21, 26 , etc . ) . 
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If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
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right to file a demand for international preliminary examination. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method for specifically detecting and identifying retroviral nucleic acids/retroviruses in anv item to be 
examined using RT-PCR and reverse dot blot hybridization (RDBH) as well » to diagnosis kits for canyfag^rtdZS The 
mvennon also relates to retrovirusH^ecific, oligonucleotide/primer mixtures (MOP) which comprise forwardVrimers and reS crime* 
and winch are provided to gating amplification products of retrovirus-specific nucleic acids from the iSTSto JSd ™ere 
nwenttve primary mixtures (MOP-^BD, MOP-Q are comprised of retrovirus-specific. degenerated oligonucleotides whfch^nWd \Z 
d* highly conserved regions located within the reverse transcriptase gene (RT-gene) of all known human retroviros« and Xffie a 

2!^™^ ^ a * C,am r g ^ d int ? ftce invention als ° ^tes to retroviru^Scific pro£ Z to 

RDBH. whereby defined quanuties of synthetically produced, precisely defined nucleic acid sequences are concerned which stemfrom mt 

SIS ^^^T™* 3 ^^y^terized. against which the item to be examined « be an^S 
do not overlap at all with the nucleotide sequences of the forward primers and reverse primers used in the PGR or RT-PCR 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriftt ein Verfahren zum spezifischen Nachweis und zur Identifizierune retroviraler NuW#.in S »im.n/p» tmu :~„ ■„ „■ 
vS^tSr 8 " 1 T ^ "T« *" B,0t HybridisienmglSH^^^^^ 

SmEVn? % eusscrdem re^irusspczifiscte. VorwSrts- und Umkctoprimer umfassende Oligonukleotid-Prin^KhS 

(MOP) ftlr die Eraeugung von Amplifikaten retrovirosspezifischer NukteinsSuren aus dem UntersuchunesL n^V^n-T^Tf « £ 
Primermischungen (MOP-ABD, MOP-C) bestehen aus ^vinasspezifischen. ^Tricrt^ w£ SSL^S^f'^II 
des Reverse Transcriptase Gens (RT-Gens) alkr bekannten hurn^en R^ta^ta ^ 1"™ 

Sonden fBr die RDBH. wobe.es sich urn bestimmte Mengen synthetisch eoeugter. genau definierter NukleinsSurWenreSeU die au! 
ST ^?'£° DI %*? t Ge " < ^ jeni « en bereits d«*teri*i«ten Retrovir^ stamTen. gegen die das Unte^Km «S JZriZ 
X^XX a rSZX^ tnltn d " Oder RT^Tgesetzten p ^ 
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531 Rec'd pct/ft: o 8 NOV 2001 

" Vcrfahrcn zum sperifischen Nachweis und zur Identifiricrung 
retroviraler NukleinsSuren / Retrovircn in einem Untersuchungsgut" 



S Bcschrcibu 

Die Erfindung betriflft ein Verfahren zum spezifischen Nachweis und zur Identifiziening 
retroviraler Nukletnsfaren / Retroviren in einem bdiebigen Untersuchungsgut und 
Diagnosekits zur Durchfiihrung dieses Verfahrens. Sie betriflft auOerdem 
10 retrovimsspezifische Sonden filr die Reverse Dot Blot Hybridisterung und 
r etroviru sspezi fi sche, Vorwfirts- und Umkehrprimer umfassende Oligonukleotid- 
Primermischungen (MOP) fax die Erzeugung von AmpKfikaten retrovirusspezifischer 
Nukleins&uren aus dem Untersuchungsgut. 

15 Exogene und endogene Retroviren (HERV) and ittiologisches Agenz fur eine Vielzahl 
von tumorigenen Erkrankungen bei Mensch und Her. In zahlreichen Tiennodellen, aber 
audi beam Menschen (HTLV-I und II) and sie an der Entstehung von Tumoren und 
Leukamien beteiligt. Andere hingegen verursachen Immundefizienzerkrankungen (HIV). 
Gegenw&rtige Untersuchungen lassen den SchluB zu, dafl Retroviren auch als AuslOser 

20 von Autoimmunerkrankungen (Kalden und Herrmann, 1993) und neuronalen 
degenerative Erkrankungen wie muMpler SUerose (Tuke el al. 1997) eine RoUe spiden 
kdnnen. Intensive Forschung auf dem Gebiet der endogenen und exogenen Retroviren 
ftlhrte bislang zur Entdeckung laufend neuer retroviraler Sequenzen im menschlicben 
Erbgut, deren Expression mOgficherwdse mit bestimraten Erkrankungen assoziiert sein 

25 kOnnte. So ist die Expression von Gag-Proteinen der HERV-K Fanrilie mit fast alien 
Formen testikulflrer und ovarieller KeimzeBtumoren assoziiert (Sauter et al. 1995). In 
menschlicben Seren wurden AntikOrper gegen HERV-K Env Protein nachgewiesen 
(Vogetseder et al. 1993). Das env Gen von HERV-K-IDDM, das aus Patienten mit 
Diabetes Typ-1 isoliert wurde, kodiert mOglicherweise filr ein endogenes Superantigen 

30 (Conrad etal. 1997). 
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Zur Korrelation bestimmter Eikrankungen mh dcr Aktivhat bestimmter endogencr oder 
exogener Retroviren sind statistisch abgesichcrte Studien mh groBen 
Patientenkollektiven notwendig. Der hierfur erforderlicbe Zeh- und Kostenaufwand mh 
den im Stand der Technik bekannten Nachweisverfahren ist immens. 

5 

Der zunehmende Einsatz retroviraler Vektorsysteme in der bumanen Gentherapie wirft 
Fragen hinsichtlich der Stcherheh vor imerwunschten Nebenwirkungen (Genom- 
verandeningen in den Zielzellen, Obertragung unerwimschter VTren) auf. So werden in 
Verpackungszellinien zu einem gewissen Prozentsatz auch unerwOnschte Genabschnitte 

10 endogener oder fremder Retroviren in die therapeutisch zu applizierenden retroviralen 
Partikel mitverpackt (Co-packaging, Sherwin et al. 1987, Scotaick et al. 1979, Takeuehi 
et al. 1992). So konnten Transkripte bestimmter endogener Retroviren, wie sie in 
verwandter Form auch im Genom von Verpackungszellinien vorhanden and, in 
Retrovirus-ahnBchen Partikeln (Pseudotypen) der Brustkrebszellinie T47D nachgewiesen 

1 5 werden (Seiferth et al. 1995, 1998). Die Verpackung soldier unerwunschten retroviralen 
Sequenzen kann zur Rekombination und zur Entstehung neuer Retroviren mh 
verftnderten, mogficherweise pathogenen Egenschaften, fubrea Die Neuintegration 
solcher rekombinanten Retroviren im Genom der Zielzellen kann zu 
Insertionsmutagenese und dadurch zur Inaktivierung wichtiger Gene des Zellzyklus und 

20 mOgHcherweise zur Tumorgenese ftmren. 

Aus diesem Grund ist es notwendig, mh einem empfindfichen Testsystem eine 
Qualhatskontrolle der gentherapeutisch einzusetzenden Genvektorpraparationen 
durchzufuhren. Damh kbnnte vermieden werden, dafl unerwOnschte retrovirale 
25 Sequenzen transfundiert werden. Bei positivem Nachweis konnte eine Vektorpraparation 
vor der Gabe an den Patienten noch einer entsprecbenden Reimgung (Purging) 
unterzogen werden. Die im Stand der Technik bislang bekannten Verfehren sind fur 
emen solchen Einsatz nicht geeignet. 



30 Eine gegenwartig umstrittene Frage ist der Einsatz von Tierorganen flir die 
Transplantation am Menschen (Xenotransplantation). So werden aus Ermangelung 
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geeigneter Spender dem Menschen vennehrt Heraklappen von Schwcinen transplantwt. 
Auch die Ubertragung von Hera-, Leber- und Nieren-Transplantaten ist geplant. Jflngste 
Untersuchungen ergaben aber, dafl es im Rahmen der Transplantation und der damit 
verbundenen medikamentdsen Immunsuppression beim Empftnger zur Aktivierung 

5 endogener oder bislang supprimierter exogener Retroviren im Spenderorgan konunen 
kann. Wie experimentell beretts nachgewiesen wurde, sind diese Retroviren tierischen 
Ursprungs pathogen f&r bestimmte menschliche Zelhypen (Xenotropismus) und kttmten 
sornit zu einer ernsthaften systenrischen Erkrankung des Organempftngers fthren. Im 
Fafle der Bildung pathogener inftktiaser Viruspartikd ist audi erne Obertragung auf 

10 unbeteiligte Dritte (Epidemie) nicht auszuschlieBen. Nicht zuletzt kflnnten 
Rekombinationen von Retroviren tierischen Ursprungs mit endogencn humanen 
Retroviren zu neuen pathogenen Vinisrekombinanten mit vOllig neuen Wirtstropismen 
fUhren. 

Es besteht daher der Bedarf an schndlen, zuverlfissigen und zugleich preisgtostigen 
15 Detdctionssystemen, mit dem Transplantat-Trtger regelm&flig auf eine Infektion mit 
Retroviren tierischen Ursprungs getestet werden kOnnen. 

FQr den Nachweis viraler Infektionen stehen im Stand dor Technik bislang eine Reihe von 
Metboden des direkten und indirekten Virus-Nachweises zur Verfiigung. Zum direkten 

20 Nachweis von Viruspartikeln, Produkten der viralen Replikation (virale Antigene) oder 
einer gegen das Virus gerichtete Immunantwort (antivirale Antikdrper), gehdren 
Elektronenmikroskopie (EM), Ffiibung viraler Proteine mit fluoreszierenden 
Antik&rpern, „enzyme-Knked immunosorbent assay" (EUSA) und Radioimraunassays 
(RIA). Zum direkten Nachweis des Virus und seiner NuUeinsfiuren werden auch 

25 zunehmend moldcularbiologische Methoden, wie Nukleins8urehybridisienmgen mit 
Virus-spezifischen Gensonden (Dot-Blot, Southern-Blot, Northern-Blot) sowie die 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Virus-spezifischen Primem durchgefUhrt. 

Mit den indirekten Methoden werden b der Regd nicht die Viren sdbst, sondera ihre 
30 Folgeerscheinungen, d. h. die durch eine Virusvermehrung (Replikation) induzierten 
Vertadeiungen (zytopathische Effekte) in Zdlen nachgewiesen. Dies mufi mdst in eanem 
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auf das nachzuwdsende Virus zugeschnhtenen in vitro Zcllkultursystera durchgefUhrt 
werden. Dafilr werden lebende Zcllcn, in denen das nachzuweisende Virus repILderen 
kaim, benOtigt. Je nach Virustyp sind Zelikuhurcn, Organkuhuren, befruchtete 
Hlihnereier oder sogar Labortiere for den Nachwds erforderlich. Das Erscheinungsbild 
S des zytopathischen Effekts (Zcll-Lyse, fokales oder diffuses Zdhvachstum, 
Synzytienbfldung, Abrundung) und das Wirtsspetoum des Virus wird als Indiz ftir die 
Identifizierung des Virusisolates herangezogen. Oft aber ist die genaue Identifiziening 
nur in Kombination mit serologiscben oder molekularbiologischen Methoden (PCR) 
mdglich. 



Die rdativ geringe SensMvitSt einiger direkter Nachweismethoden (EM, 
AntikGrperftrbung) macht es notwendig, daO das Untersucbungsmaterial fcr einen 
erfolgretchen Nacbweis eine bestimmte Menge an Virus enthahen muB oder durch 
geeignete Methoden (Uhrazentri&gation) angereichert werden muQ. Ist dies nicht 
15 pralctizierbar, rauB das Virus vorher in einem speziellen in vitro Zeflkukursystem 
angezQchtet werden. Da vide Viren speztetle Wirtszdltropismen beshzen, ist fiir jedes zu 
testende Virus ein spezielles Test system notwendig. Dies resultiert in hohen 
Laborkosten, deren Auswertung zum Teil sehr zdtintenstv ist und sehr viel Erfahnmg 
erfbrdert. 

20 Serologische Methoden (ELISA, RIA) sind in der Regel hochsenshiv und haben sich 
zum gangigen Goldstandard in da Virusdiagnostik entwickek. Der Nachteil aller 
serologischer Methoden ist aber, dafi flir jeden zu testenden Virus ein spezifischer 
Antik&iper notwendig ist In einem Testdurchlauf kaim die zu untersuchende Probe 
somit nur auf ein putatives Virus getestet werden. Die Untersuchungen von ganzen 

25 Expressionsmustern ist nut diesen Methoden nur unter groBem zeitlichen und finanzidlen 
Aufwand mdglich. 

Entwicklungen auf dem Gebiet der Molekularbiologie haben zur Entwicklung neuer 
Nachwdsmethoden (Hybridisierungen, PCR) gefihrt, die dne fihnliche Empfindfichkdt 
wie serologische Antigen-Nachweismethoden bedtzen. Auch hier steht und felh der 
30 Nachwdserfolg mit der Verfugbarkeit Virus-spezifischer Oensonden (Hybridisierung) 
oder Oiigonukleotide (PCR). Da der Einsatz mehrtrer Sonden oder PCR-Primer 
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aufgrund unspezifischer Wecbselwirkungen in einem Reaktionsansatz Hmttiert ist, 
mussen rum Nachweis komplexer Expressonmuster ebenfalls vide Experimente parallel 
durchgcfuhrt wcrden. 

5 Angesicbts der vorstehend geschilderten Umstande war es Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung, ein lristungsfahiges und zuverlassiges, zugleich schnelles Verfahren zum 
mukiplen Nachweis endogener und exogener Retroviren menschHchcn und toerischen 
Urspnmgs berehzustellen. 

10 Diese Aufgabe wird mit einem Verfehren der eingangs genaimten Art gelost, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi es die folgenden MaBnahmen umfeflt: 
IsoEerung der Nukleinsauren, namlich DNS- und/oder RNS, aus dem Untersuchungsgut, 
Durchfuhrung einer PCR rah der isolierten DNS oder einer RT-PCR mh der 
isolierten RNS unter Verwendung von einer oder beiden der nachfolgend dargesteBten, 

15 jeweils aus Vorwartsprimern (forward primer) und Umketapriraern (reverse primer) 
bestehenden Primenrrischungen MOP-ABD und MOP-C, deren Vorwartsprimer und 
Umkehrprimer degenerierte Oligonukleotide mh den in den Sequenzprotokollen SEQ ID 
NO. 1 bis NO. 4 gemaB der IUPAC-Nomenklatur wiedergegebenen Nukleotidsequenzen 
und einem sogenannten"Kopf am 5-Ende dieser Nukleotidsequenzen sind, wobei 

20 die Vorwartsprimer der Miscbung MOP-ABD die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID 
NO. 1 aufWeisen, namlich die Nukleotidsequenzen: "Kopf- 
ARAGTNYTDYCHCMRGGH, mh 3456 Degenerationen, 

die UrrJcehrprimer der Miscbung MOP-ABD die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID 
NO. 2 aufweisen, namfich die Nukleotidsequenzen: "Kopf- 

25 NWDDMKDTYATCMAYRWA, mh 27648 Degenerationen, 

die Vorwartsprimer der Miscbung MOP-C die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID 
NO. 3 aufweisen, namlich die Nukleotidsequenzen: "Kopf- 
TKKAMMSKVYTRCYHCARGGG, mh 3072 Degenerationen, und 
die Umkehrprimer der Mischung MOP-C die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID NO. 4 

30 aufweisen, namlich die Nukleotidsequenzen: "Kopf- 

MDVHDRBMDKYMAYVYAHKKA, mit 8192 Degenerationen, 
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wobei "Kopr fiir eine Nukleotidsequenz steht, die eine SchmttsteDe fiir ein 
Restriktionsenzym und one sog. Klammer-(clamp)-Sequenz (for die Stabilisierung der 
SchnittsteBensequnez) am 5-Ende dieser Schnittstelle um&Bt, 

Aufreinigung der erhaltenen (RT-) PCR-Antplifikate und Einsatz derseiben in 

5 etnem RDBH-Verfehren unter Venvendung immobilisierter RDBH-Sonden, die jeweils 
(je Sonde) synthetische Oligonukleotide umfessen, deren Nukleotidsequcnz der 
retroviral Nuideotidsequenz des retrovinxspezifischen Reverse-Transkriptase-Gens der 
mit dem betreffenden Dot nachzuweisenden Virusart oder einem Abscbnitt einer solchen 
retroviralen Nukleotidsequcnz entspricht und keinc tlberiappung mit den 

10 Nukleotidsequenzen der in der PCR oder RT-PCR eingesetzten Vorwftrtsprimern 
(forward primer) und Umkehrprimern (reverse primer) aufweist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zum Nachweis von 
retroviralen Nukieinsfturen in einer Probe, wobei zuerst alle Nukleins&uren (RNA und 

IS DNA) unter Einsatz gtagiger, dem Fachmann bekannten Methoden, aus dm 
Untersuchungsgut extrahiert werden. Hicrbei wird zwischen DNA und RNA 
unterschieden. Fttr den Nachweis von berehs ins Wirtszdlgenom integrierten Retroviral 
(Proviren) ist die Isolation von genomischer DNA ausreichend. Soil die Aktivierbarkeh 
bislang ruhender Retroviren, die Transkriptionsaktivh&t endogener Retroviren oder die 

20 Identh&t retroviraler Partikd untersucht werden, muB polyadenylierte Boten-RNA 
(mRNA) isoliert werden, die frei von genomischer DNA ist. Im Falle der Venvendung 
von mRNA als Ausgangsmaterial mufi diese mRNA in vitro mittds Reverser 
Transkriptase in komplementfire DNA (cDNA) umgeschrieben werden und kann dann als 
Matrize fiir die sich anschliefiende PGR eingesetzt werden. Diese Kombination von 

25 reverser Transkription und PCR wird gemeinhin als RT-PCR bezeichnet. 

Die isolierten Nukieinsfturen werden anschlieQend einer Ein-Schritt PCR unter 
Veiwendung der wfindungs«emaBen Primermischungen (MOP-ABD, MOP-C) aus 
retrovimsspezifiscben, degenerierten, zu den hochkonscrvierten Regionen itmeriialb des 
Reverse Transkriptase Gens (RT-Gens) aller bekannten humanen Retroviren 

30 korrespondierenden Oligonukleotiden (MOP, Shih et al. 1989, Donehower et al. 1990), 
unterworfen. Bei dieser PCR werden sttmtliche retrovirusspezifischen 
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Reverse Transkriptase'-bomologen Sequenzabschmtte, die im Untersuchungsgut 
enthalten and, amplifiziert. Als Ergebnis erhalt man ein AmpHfikatgemisch kurzer 
retroviraler DNA-Fragmente, das in seiner Zusammensetzung die Hftufigkeh alter 
nachzuweisenden retroviralen Nukleotidequenzen in dem Uotersuchungsgut 
5 wiederspiegelt. Die AmpKfikate werden entweder bereits wfthrend der PCR-Reaktion 
oder im AnschluQ daran markiert, vorzugsweise radioaktiv, wahhvase aber ebensogut 
auch nichtradioaktiv (zJ8.mh Biotin oder Digoxigenin). AnschlieBend werden diese 
markierten Amplifikate in einem Hybridisierungsverfehren (RDBH-Verfehren) unter 
Verwendung von Fdtermembranen oder Bio-Chips mh aufgebracbten, 
10 retrovirusspezifischen Oligonukleotiden als Sonden eingesetzt. 

Die aus Klammer- und Schnittstellensequenz bestehende Kopf- bzw. Extensionssequenz 
der erfindungsgemfiBen Primeroligonukleotide, hat zum einen den positiven Effekt, dafi 
sie die Primer-Matrizen-Bindimgskinetik gOnstig beeinfluBt, so daB die in dem ersten 
PCR-Zyklus gebildeten PCR-Produkte in den folgenden Zytden noch wesentKch 
1 5 effizienter amplifiziert werden. Damh ist der Vorteil verbunden, daB retrovirale Matrizen 
selbst dann amplifiziert werden bzw. werden kdimen, wenn der exakt dazu passende 
Primer nicht in der Primermischung vorhanden ist. Die Schnhtstelle hat auBerdem den 
Vorteil, daB sie im Bedarfsfall die Durchfilhnmg einer Klonierung erieichtert. 
Grunds&tzlich gilt, daB die L&nge der Kopf- bzw. Extensionssequenz die halbe L&nge der 
20 kompletten Primernukieotidsequenz nicht ttberschreiten solhe. 

Wesentlicher BestandteO des erfindungsgemfiBen Verfehrens sind die filr die Reverse Dot 
Blot Hybridisierung (RDBH) verwendeten RDBH-Sonden, bei denen es sich urn 
bestimmte Mengen synthetisch erzeugter, genau definierter Nukleinsfiuresequenzen aus 

25 dem Reverse Transkriptase Gen derjenigen bereits charakterisierten Retroviren handelt, 
gegen die das Untersuchungsgut getestet werden soli. Diese retrovirusspezifischen 
RDBH-Sonden sind auf definierten Feldern (Dots) der RDBH-Trfiger aufgebracht, wobei 
es sich sowohl urn ahhergebrachte Fdtermembranen nut Abmessungen von mehreren 
Zentimetem handelt kann, als auch urn sogenannte Bio-Chips mh Abmessungen von 

30 wenigen Millimetera (TvIicro-ArTay-Technologie H ). Im Fall von Fihermembranen werden 
die Sonden vorzugsweise kovalent durch UV-Crosslinking (z.B. mh der kommeraell 
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erhaltlichen UV-StrahhwgsqueUe •Stratalinker™ , Stratagene) an diesen Trtger 
gebunden. 

Bei den DNA-Chips werden Oligonukleotid-Sonden in situ synthetislert und mit genau 
definierten PosWonen auf einera festen Trtger mit Methoden der PhotoHtographie 

5 (ahnlich einer Gravur) fixiert, (z.B. indem unter Verwendung von Lochmasken 
bestimmte Bereiche des Chips belichtet werden, urn photosensitive chemische Qruppen 
zu aktivieren). Der Trtger, vorzugsweise eine das- oder Nylonoberflacbe von ca. 1 cm 3 , 
bildet die Hybridisierongseinheit. Jede Hybridisiemngseinheit kann eine sehr hohe Zahl 
an unterschiedlichen Oiogonuklootid-Sonden (bis zu 400.000) enthaken. Dadurch wird 

10 die gleichzeitige Analyse von vielen tausend verschiedenen Sequenzen ermfiglicht. Fur 
jede Sonde werden alle Sequenz-Alternativen auf dem Chip dargestelh, eine einzige 
davon muB von dem zu testenden Untersuchungsgut erkannt werden. Die Hybridisierung 
von Sonde und Zielsequenz (im Untersuchungsgut) wird uber die Messung der 
Amplifikatmarkerintensitit nachgewiesen. Die Intensitat ist proportional zum AusmaB 

15 der Hybrisisierung zwischen Sonde und Zielsequenz. Jede Zielsequenz wird nach ihrer 
Hybridisierungsposition auf dem Chip identifiziert. Die Technik der DNA-Chips wurde 
von FODOR et al. ( Science 251, 767-773, 1991) entwickeh und ist im Stand der 
Technik bekannt (vgl. V. Oeding et al., 1999, HYGIENE UND KGKROB10LOGIE 1/99, 
S. 55-57 und G Ramsay 1998, NATURE BIOTECHNOLOGIE, Vol. 16, 1998, S.40- 

20 44.) . 

Die Hybridisierung solhe unter hochstringenten, auf die Lfinge der Sonden abgestimmten 
Bedingungen erfolgen, und die hybridisierten Trtger (Fdtermembranen oder Chips) 
solhen anschlieBend unter Bedingungen hoher Stringenz gewaschen werden. Die 
Identhfit der nachweisbaren Retroviren kann - im Fall einer radioaktiven Markierung der 
25 PCR-Amplifikate - nach Exposition der Fdtermembranen auf einera ROntgenfilm anhand 
der Signalmuster der Autoradiogramme identifiziert werden 

Das erfindungsgemaDe Verfthren ermOglicht den muMplen Nachweis und die 
Identifizierung afler bislang bekannten humanen und/oder tierspezifischen retroviralen 
30 Nukleinsauren/Retroviren in Zellkulturen, ZeDkulturuberstanden oder Kfirperproben 
oder sonstigera Untersuchungsgut biologischen Ursprungs. Voraussetzung ist lediglich, 
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dafl bestimmte Genomabschnkte der nachzuweisenden Retroviren, nftmlich die 
konservierten Sequenzbereiche der Reverscn Transkriptase, hinsichtlich ihrcr DNA- 
Nukleotidsequenz bckannt and. Diese Voraussctzung ist crflilh, da die entsprechenden 
Nukleotidsequenzen exogener und endogener humaner Retroviren als Genbankdaten 
S aDgemem zugtingSch and. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erOffoet erstmals die Mdglichkett der Bereitstdlung 
emes universellai Retrovinis-Detektionssystems, nrit dessen Hilfe in einem cinzigen 
Experiment das gesarate Spektrum (» Expressionsmuster) aller aktiven endogenen und 

10 exogenen retroviralen Nukleotidsequenzen fan Untersuchungsgut (KOrperprobe) erfeBbar 
ist. Mit diesem Detektionssystem kdnnen insbesondere audi statistisch abgesicherte 
Studien mit beliebig groBen PatientenkoQektiven durchgefohrt werden und daraus 
gegebenenfalls bestehende Korrelationen zwischen bestimmten Erkrankungen und der 
Aktivitat bestimmter endogener oder exogener Retroviren festgesteDt werden. Im Falle 

1 5 ciner nachgewiesenen Korrelation eines bestimmten retroviralen Expressionsmusters nut 
einer bestimmten Erkrankung kann dieses Testsystem audi zur Friiherkennung bzw. zur 
Abschfttzung des persOnlichen genetischen Risikos fur eine solche Erkrankung eingesetzt 
werden. 

20 Ein weherer ganz entscheidenderer Vorteil des Verfehrens liegt darin, daB die 
erfindungsgemfiBen PCR-Primer (MOP), d.h. die degenerierten Oiigonukleotide der 
Primermischungen, die fur die Amplifikation der zu identifizierenden 
retrovirusspezifischen RT-Genabschnitte im Untersuchungsgut venvendet werden, in 
ihrer Sequenz nicht mit den Sequeczen der als Dot Blot Sonden eingesetzten 

25 symhetischen vtrusspezifischen OHgomere Gberiappen. Die PCR-Primersequenzen tragen 
ntolich ungefihr zur Hftlfte der endgOltigen Amplifikatttnge bei. Waren diese 
Sequenzabschnhte auch in den Dotblot-Sonden enthalten (vgl. Herrmann und Kalden, 
1994), wttrde dies zu erheblichen Einschrflnkungen in der Aussagekraft des Tests fiihren, 
da die Amplifikate dann zu einem gewissen MaBe mh alien Dotblot-Sonden auf der 

30 Filtermembran hybridisieren warden. Es ist der Vorteil des erfindungsgemaBen 
Verfehrens, daB dieser unerwttnschte Efifekt durch die Verwendung synthetischer, 



WO 00/68435 




PCI7DE00/01071 



prtaisc defirrierter, homogener OHgonuUeotidprtparationeo fUr Vorwarts- (forward) und 
Umkehrpriiner (reversed primer) einersehs und for die RDBH-Sonden anderersdts 
verhindert wird. 

5 Die Nukleotidsequenzen aller bislang charakterisierten exogenen und endogenen 
Retroviren (HERV) sind in Genbanken publiziert, Von ihnen kOnnen entsprechende 
Nukleotidsequenzen for die Synthese virusspezifischer Oligomere als Dot Blot-Sonden 
abgdeitet werden. Prinripidl fctanen entsprechende Oligomere all dieser Sequenzen auf 
eine einzige FUtennembran aufgedottet werden. Demzufolge ist es mdglich, ein 

10 Untersuchungsgut in einem rinzigen Experiment auf das gesamte Spektrum bislang 
bekannter Retroviren zu testen. Im Vergleich zum Stand der Technik, demgemaB for die 
Identifizierung dnes jeden in oner Probe vermuteten Virus can eigener Diagosetest, 
insbesondere serologischer Test unter Verwendung dnes speziellen AntikOrpers, 
durchgef&hrt werden muB, stdlt das erfindungsgemfifie Verfahren soimt einen 

1 S bedeutenden Fortschritt dar. 

Aufgrund der bekanntennaBen hohen Sensitivitfit der PCR und der MOglichkdt der 
wiederholten Reamplifikation von PCR-Produkten wird mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren zudem eine Nachweisgrenze errdcht, die von kaum dnem anderen Testsystera 
20 errdcht wird. 

Bd einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht der 
"Kopf - Oder Extenskmsabschnitt der erfindungsgemaBen Primeraukleotide aus der 
Nukleotidsequenz GAAGGATCC, wobd die Nukleotidfolge GAA dne sogenannte 
25 'damp' (-Klammer) darstelk und die Nukleotidfolge GGATCC die Schmttstdle for das 
Restriktionsenzym BamHI reprasentiert. Diese Kopf- bzw. Extensionssequenz hat sich in 
der Praxis sehr gut bewahrt. PrinapieB kann die Kopfeequenz aber aus jeder befiebigen 
Nukleotidsequenz bestehen, vorausgesetzt daB diese die Primer-Annealing-Kinetik nicht 
negativbeetnSuBt. 

30 
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Die Nukleotidsequenzen der synthetischen Oligomikleotide dcr RDBH-Sonden sind 
vorzugsweise so gewfthlt, daB sie zu der retroviralen Nukleins&ureregion des Reverse- 
Transkriptase-Gens zwischen den hoch konservierten Motiven VLPQG und 
Y M/V D D I/V/L L oder zu einem Abschnitt dieser Region korrespondiercn, d.k damh 
5 iibereinstimmen und/oder (im Experiment) hybridisieren k&rmen. 

Da die Effizienz oner Oligonukleotid-Synthese mit der Linge des zu synthetisierenden 
Oligonukleotids abniramt, ist eine Variante des erfindungsgemaBen Verfehrens 
vorgesehen, bei der als immobilisierte RDBH-Sonden jeweils (d.h. je Sonden bzw. je 

10 Dot) eine Mischung aus ftquimolaren Mengen zweier im Vergleich kurzkettiger 
synthetischer Oligonukleotide eingesetzt warden. Diese korrespondieren zusammen bzw. 
hintereinandergereiht zu einem ltogeren, vorzugsweise etwa 90 Basenpaare (bp) langen 
Abschnitt der NuMeinstarercjpon des Rev«^TrBnskriptase43ens zwischen den hoch 
konservierten Motiven V L P Q O und Y M/V D D I/V/L L. 

15 In einer Ausfthrungsfbrm, die sich in der Praxis sehr gut bewfthrt hat, sind diese beiden 
kurzkettigen Oligonukleotide annahernd gleich groQ bzw. gleich lang, und um&ssen 
vorzugsweise ca. 45 Basenpaare, 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhnmgsbdspielen und dazugehftrigen 
20 Figuren und TabeUen n&her erlautert. 

Die verwendeten Abkurzungen bedeuten: 

BaEV - Baboon endogenes Retrovirus des Pavians; 

ERV = endogenes Retrovirus, 
25 ERV9 « endogenes Retrovirus Typ 9. 

GaLV - Gibbonaffen Leuktarie Virus; 

HERV = humanes endogenes Retrovirus; 

HTV ■ humanes Immundefizienz Virus; 

HML = humane Maus Mamxnatumorvirus-fihnliche Sequenz; 
30 HPLC ■ High Performance Liquid Chromatography 

HRV5 « humanes (exogenes) Retrovirus Typ 5; 
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HTLV-1 =» humanes adultes T-Zcdlen-Lnikftnrie- Virus Typ 1; 
LINE « langes, diperses (verstrcut liegendes) DNA-Sequenzdement; 
MMTV - Mause Mammatumor-Virus; 
MoMuLV ^Moloney Mftuse LeukflmieVinis; 
5 MOP» Vorwartsprimer (forward primer) und Umkehrprimer (reversed primer) 
umfassende Primermiscfaung aus degenerierten Oligonukleotiden 
MPMV - Mason Pfizer Affen Virus; 
PCR ■ Polymerase-Ketten-Reaktion 

PERV « endogenes Schweine-Retrovirus (porcine endogenous retrovirus) ; 
10 PBMNC 9 periphere mononuklefire Bhitzellen (peripheral blood mononuclear cells); 
RDBH ■ Reverse Dot Blot Hybridiaenmg 
RT ^Reverse Transkriptase 

Eszeigen: 

15 Tabelle 1: erfindungsgem&Be Retrovinis-Typ-ABD- und -Typ-C-spezifische 



20 



25 



Primermischungen MOP-ABD und MOP-C, die jeweils Vorwttrtspriraer 
(forward primer) und Umkehrprimer (reverse primer) umfassen und 
degenerierte Oligonuldeotide darsteflea Zur Bescheibung der degenerierten 
Oligonukleotidsequenzen ist der standardisierte Einzelbuchstaben- 
abkQrzungscode der IUPAC Nomenklatur verwendet worden (siehe European 
Journal of Biochemistry 150: 15,1985). Sowohl die Vonvftrtsprimer (forward 
primer) als auch die Umkehrprimer (reverse primer) and, gem&B der IUPAC 
Konventionen und bezogen auf den DNA-Strang, in 5 '-3' Richtung 
dargestdh. Der Grad der Degeneration, das heiflt nrit anderen Worten die 
Anzahl der verschiedenen, bei der Synthese erhfiltlichen mOglichen konkreten 
Ausfthningsformen dieser Primer, ist jeweils in Form der theoreti&ch 
errechneten Anzahl verschiedener Oligonuldeotide angegeben. 



Tabelle 2: Immobilifflerte synthetische retrovirusspezifische Oligonuldeotid-Sonden zur 
30 Hersteilung von Dot-Blot Membranen. Far jeden Fleck bzw. Dot wurde dne 

Mischung aus ftquimofaren Mengen der beklen Partner eines 
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Oligonukleotidpaares, das zu einem 90 bp langen Abschnitt einer 
retrovirusspezifischeo Reversal Transkriptase korrespondiert, hergesteUt. 
Jeweils 100 Picomole dieser Mischungen wurden in der dem abgebildeten 
Code entsprechenden Anordnung auf die Membran aufgetragen. Zur internen 
5 Standardisierung der Hybridisierung und Autoradiographic wurde one 

Verdttnnungsreihe menschlicber genomischer DNA (8E-8H) und von 
Oligonukleotid-Primer-Mischungen (81 - 8L) auf die Filter aufgebracbt. Fttr 
jede auf dem Filter eingesetzte Oligonkleotidsequenz ist, soweit verfugbar, die 
Gtenbank- Zugriffsnummer und der Erstautor angegeben. 

10 

Tabdle 3: Klassifizierung von retrovirusspezifischen OligomiHeotid-Dot-Blot-Sondea 
Von 61 repr&sentativen Mhgliedern aller bekaxmten humanen exogenen und 
endogenen Retroviren wurde die Nukleotidsequenz des jeweiHgen Reverse 
Transkriptase Gens in dem Bereich zwischen den hoch konservierten 

15 Domainen VLPQGund Y M/V D D W/L L to die Synthese von Dot- 

Blot-Sonden herangezogen (SMh et al. 1989, Donehower et al. 1990). In dem 
hier dargestdlten Experiment wurden 21 retroviral NuHeotidsequenzen vom 
Typ ABD (HERV-K Superfemilie), 19 retrovirale NuHeotidsequenzen vom 
TypC, 1 retrovirale Nukleotidsequenz vom Typ D und 7 NuHeotidsequenzen 

20 mit Verwandtschaft zum humanen Foamy Virus eingesetzt. Ferner wurde eine 

humane LINE-1 Sequenz (3L) und 6 exogene humane Retroviren (6E - 6J), 
sowie flinf Sonden, die zu je einem tierischen Stoger-C-Typ-Retrovinis 
korrespondieren und eine Sonde, die zu einem tierischen Sttuger-B-Typ- 
Retrovirus korrespondiert (7E - 7 J), getestet. 

25 Sterne marideren nut HERV Transkripten verwandte NuHeotidsequenzen, die 

in Patient en mit MuWpler SHerose und Patienten mit systenrischer 
Lupus-Erythematose gefunden wurden. 

FIG. 1. Lokaliaerung von konservierten Aminos&ureabschnitten in der 
30 ammoterminalen Genregion der Reversen Transkriptase von Retroviral und 

Retrotransposons. Me Homologie Kernregionen VLPQGund Y M/V D D 
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I/V/L L wurden fur die Ablehung und HersteUung der degenerierten 
Oligomiklcotide der erftodungsgemaBen Primennischungen (MOP-ABD 
bzw. MOP-C) eingesetzt 

5 FIG. 2. Schematische Darstellung des erftadungsgemaBen RT-PCR/RDBH 
Verfehrens. 

FIG. 3. HERV Expressionsrauster in humanen PBMNCs eines gesunden 
Blutspenders. 

10 Die DurchfUhrung der Reversen Dot-Blot-Hybridisierung (RDBH) erfolgte 

unter Standardbedingungen mh DNA-Fragmenten, die rait den 
erfindungsgem&Ben Primennischungen aus degenerierten Oligonukleotiden, 
namlich MOP-ABD (TabeOe A) bzw. MOP-C (Tabelle B) bzw. der 
Kombination MOP-ABD/MOP-C (Tabelle C) amplifiziert worden waren. 

15 

FIG. 4. HERV Expression in humanen PBMNCs nach Zugabe eines klonierten 
DNA-Fragments, das ein PERV RT-Gen enthalt. Weniger als 10 Kopien 
einer endogenen Schweineretrovirus (PERV) Typ A DNA (Patience et al. 
20 1997) konnten unter standardisierten Versuchsbedingungen noch 

nachgewiesen und idennfiziert werden (Tafel A, Filter Code 7F). Unter den 
angewendeten Stringenzbedingungen wurde keine Kreuzhybridisierung von 
HERVs mk schweinespezifischen Amplifikationsprodukten, die von einer 
Scbweine-DNA-Matrize gewonnen wurden, beobachtet (Tafel B). 

25 



Beispiel 1: RNA Priparation 

Von peripheral mononuklearen Bhrtzeflen (PBMNC - peripheral Wood mononuclear 
cells) eines gesunden Blutspenders wurde die gesamt-RNA gemttfi dem Guanidin 
30 Isothiocyanate/Casium Chlorid (GIT/CsCl) Uhtazentrimgations-ProtokoD von 
Sambrook et al. (1989) extrahiert und in mh Diethylpyrocarbonat (DEPC>behandeltem 
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destillicrtcn Wasser geldst. AnschlieDend wurdc die mRNA rait herktfmmlichen 
Methodcn angereichert, z.B. untcr Verwendung des kommerzieU erhftklichen 
Anreicheningskitfi Dynabcads™ paramagnetic PartikeP nach den Anweisungen des 
Herstellers (Dynal, Hamburg, Germany). Die NukleinsAure-Konzentration wurde mhtels 

5 Spektrophotometrie bei 260 nm bestimmt Zur tiberprtifimg auf etwaige 
Kontarainationen mit genomischer DNA wurden 50 ng von jeder mRNA-Prfiparation 
direkt, d h. ohne zun&chst dner reversen Transkription unterworfen worden zu sein, in 
einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) unter Verwendung der erfmdungsgemilBen 
Primermischungen aus degenerierten Oligonueleotiden (MOP) dngesetzt. Nur solche 

10 Pr&parationen, die keine DNA-Spuren aufwiesen, wurden f&r die dgentliche PCR 
venvendet. Diejenigen Prfcparationsansfttze, bei denen eine DNA-Kontamination 
nachweisbar war, wurden so lange mit 100 Einheiten/ng RNase-freier DNase (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany) in 100 mM Natrium-Azetat pH 5.0, 5 mM MgS0 4 
behandelt, bis die KontroU-PCR ein negatives Ergebnis Heferte. 



Beispid 2: HersteUung von erfindungsgem&fien Primermischungen MOP-ABD 

und MOP-C fur die PCR 
In Tabelle 1 sind bevorzugte MOP-ABD und MOP-C-Primermischungen unter 

20 Verwendung der in Fachkretsen bekannten und gelaufigen IUPAC-Nomenklatur 
dargestdlt. Jede der Primermischungen enthSlt eine Mehrzahl verschiedener 
Vorwgrtsprimer (forward primer) und Umkehrprimer (reverse primer): Die 
Vorwartsprimer (forward primer) do- Primerarischung MOP-ABD weisen die allgemeine 
Nukleotidsequenz GAAGGATCCARAGTNYTDYCHCMRGGH au$ die 3456 

25 Degenerationen, d.h. 3456 verschiedene konkrete Nukleotidsequenzen umfeflt. Die 
Umkehrprimer (reverse primer) der Primennischung MOP-ABD weisen die 
Nukleotidsequenz GAAGGATCCNWDDMKDTYATCMAYRWA auf, die 27648 
Degenerationen, d.h. 27648 verschiedene konkrete Nukleotidsequenzen umfeBt. Die 
Vorwftrtsprimer (forward primer) der Primermischung MOP-C and durch die allgemeine 

30 Nukleotidsequenz GAAGGATCCTKKAMMSKVYTRCYHCARGGG gekennzeichnet, 
die 3072 Degenerationen, d.h. 3072 verschiedene konkrete Nukleotidsequenzen umfeBt, 
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und die Umkehrprimer (reverse primer) der Primerimschung MOP-C weisen die 
Nukleotidsequenz GAAGGATCCMDVHDRBMDKYMAYVYAHKKA auf; die 8192 
Degenerationen, d.h, 8192 verschiedene konkrete Nukleotidsequenzen umfeBt 
Diese Primer-Nukleotidsequenzen korrespondieren zu den hoch konservierten 

5 Homologie Kernregionen VLPQGund Y M/V D D I/V/L L innerhalb des Reverse 
Transkriptase (RT) Gens aller bekaimten humanen endogenen und exogenen Retroviren 
(siehe Fig. 1 und die Publikationen von Xbng und Eickbush 1990, SMh et al. 1989 und 
Donehower et al. 1990). Der als M Kopf bezeichnete Anfeng der 
Primernuldeotidsequenzen an dem 5* Ende der jeweiligen retrovirusspezifischen Core- 

10 Homologie-Region, ntoilich. die Nukleotidfolge GAAGGATCC ist eine 
Extensionssequenz, die aus der sogenaimten "clamp"-Sequenz GAA und der BamHI 
Restriktionsstelle GGATCC besteht. 

Ansteile der bier beschriebenen "clamp"-Sequenz und der Wer beschriebenen BamHI 
Restriktionsstelle kann auch one andere "clamp"-Sequenz und/oder eine andere 
15 Schnittstdle fur «n Restriktionsenzym air Erzeugung der TCopf bzw. 
Extensionsequenz der jeweiligen Primer verwendet werden. Gundsttztich gilt allerdings, 
dafi die L&nge dieser TtopP bzw. Extensionsequenz nicht mefar als die Hfilfte der 
Primergesamtlinge betragen sollte. 

20 Die Primermischung MOP- ABD eriaubt die separate Amplifikation der Retroviren vom 
Typ A, B und D, und die Primermischung MOP-C eriaubt die separate Amplifikation der 
Retroviren vom Typ C. Beide Primermischungen kdnnen ohne weiteres kombiniert 
werden und ermttglichen damh die Amplifikation aller Retro virustypen (Typ A, B, C, 
undD). 

25 



Beispiel 3: Hersteflung der Sonden f&r die Reverse Dot Blot Hybridbierung 
(KDBH) 

Aminostturensequenz-Vergleiche haben gezeigt, daB die for die Reverse Transkriptase 
30 kodierenden Gene aller Retroviren und der roeisten Retrodemente hoch konservierte 
Homologie Kernregionen aufweisen (Poch et al. 1989, Sfaih et al. 1989, McCture 1993, 
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Donehower et al. 1990, Xiong and Eickbush 1990). Zwd dcr meist konscrviertcn 
Aminos&uresequenzabschnitte sind die Aminosfiuremotive VLPQQ und Y V/M D D 
I/V/L L (Fig. 1). Der Sequenzbcrcich zwischen diescn Motivca um&Bt ctwa 90 
Basenpaare ( d.h. ist ctwa 90 bp lang) und wrist cine deutfich gcringcre Homologie 

5 iimerhalb der verschiedcnen Retrovirus-Familien auf. Diescr Bercich wurdc zur 
Herstellung von retrovirusspezifischen Sondcn for die RDBH herangezogen. 
Dabei wurde wie folgt vorgegangen: zunfichst wurden allgemein zug&ngjiche 
Nukleotidsequenz-Datenbanken nach Nukleotidsequenz durchsucht, die rait der 
Nukleotidsequenz der Reversen Transkriptase (RT) verwandt and. Sequenzen von 

10 exogenen und endogenen Retroviren wurden gem&B der gehenden Nomenklatur 
klassifiziert und hinsichtKch ihrer RT-Homologie writer in Unteridassen untergliedert 
(Daten hier nicht dargestelh). Einige bisher unpublizierte HERV-Sequenzdaten wurden 
fireundlicherwrise von Martin Herrmann (1998) zur Verffcgung gesteflt, einige wurden 
selbst charakterisiert. Von alien bekannten Retrovirus-Familien wurden representative 

15 Mhglieder ausgewihh (Tab. 3) und aus deren jewriBgem RT-Gen, jewrils im Berrich 
zwischen den hoch konservierten RT-Motiven V L P Q G und Y M/V D D I/V/L L, 
jewrils rin ca. 90 bp langes Fragment isoliert und als Voriage zur Synthese 
entsprechender RDBH-Sonden venvendet. Da die Effiaenz riner OKgonukleotid- 
Syntbese mit der Lftnge des zu synthstiaerenden Oligonukleotids abnimmt, wurden 

20 jewrils anstelle eines 90 pb langen Oligonukleotids (90-mer) zwei 45 bp lange 
Oligonukleotide (45-mers) synthetiaert und als Paar ringesetzt. Jeder Dot (Fleck) des 
auf die hier beschriebene Weise hergestrihen Dot-Blots entspricht riner ttquimolaren 
Miscbung aus gleichcn Anteilen eines Paars von 45mers aus der Gruppc der Paare, die in 
Tabelle 2 aufgelistet and. 

25 

Beispid 4: Herstellung von Reversc-Dot-BIot-Membranen IBr die RDBH 
Retroviros-spezffische OHgonukleotide, die zu einem 90 bp langen Fragment der hoch 
konservierten Domaine des RT-Gens korrespondieren, wurden synthctisiert und mhtris 
30 HPLC geretnigt Fur jede zu testcnde retrovirale Nukleotidsequenz wurden fiquimolare 
Mengen der briden Partner eines gem&B Beispid 3 hergesteflten Paars von 45-roer 
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Oligonucleotiden zusetmnengemischt und 100 Picomole dieser Paarnuschung wurden in 
5x SSC (lx SSC = 0,15M NaCl plus 0,015 M Natriumcitrat) gelost und anscblieUend 
manuefl oder maschinell. nut Hilfe einer handelsublichen Dot Blot Apparatur 
(beispielsweise Miiufoldl dot blotter SRC96D von Schleicher & SchueD, Dassd 
5 Germany), auf eine handelsubliche Filtermerabran (beispielsweise cine ZETAprobe™ 
GT blotting Membran von BioRad, Hercules CA USA) aufgetropft. Die Filter wurden in 
2x SSC aquilibriert, die Oligonucleotide wurden irreversibd immobilisiert, vorzugsweise 
mitt els UV-Crosslinking (beispielsweise mit dem kommeraell erhaWichen UV-Strahler 
StrataHnker™ von Stratagene, La JoBa, CA USA), und die Filter wurden anschHeflend 

10 an der Luft getrocknet. 

Nach erfolgter Hybridisierung der Amplifikat-DNA an die kovalent auf den Membranen 
gebundenen RDBH-Sonden kann gebundene Amplifikat-DNA von der Dot-Blot 
Membran durch alkalische Denaturierung wieder gelost werden und bei Bedarf 
reamplifiziert werden, urn ausreicnende Mengen an doppelstrangiger DNA z.B. fir eine 

1 5 Klonierung und nachfolgende Sequenzanalyse der betreffenden Amplifikate m erhalten. 



Bdspiel 5: Reverse Transkription und Polymerase -Ketten-Reaktion (RT-PCR) 
Von jedem Versuchsansatz wurden 500 ng DNA-freie mRNA in 50 pi einer LOsung aus 
20 20 mM Tris/HCl pH 8,4, 10 mM Ditbiothreitol (DTT), 50 mM Ka 2,5 mM MgCfe, 
0,5 mM von jedem Desoxynukleosidetriphosphat (dNTP), 10 Einhehen RNasin 
(Promega) 30 pmol Random Hexamere Oligonucleotiaes (Promega) and 20 Einhehen an 
MLV Reverse Transkriptase (GIBCO-BRL) bei 37 °C fur 1 Stunde revere transkribiert. 
AnschfieBend wurden die Ansatze denaturiert, beispielsweise durch Hitzebehandlung bei 

25 95°C fur 5 Mm., und bis zur weheren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 

Fur die erlmdungsgemaBen MOP-PCRs (nut MOP-ABD und/oder MOP-C) wurde 
jeweils ein Zwanzigstel Vohnnen (1/20) der cDNA-Reaktion in 50 pi einer Losung aus 
10 mM Tris/HCl pH 8,3, 50 mM KCL 2,5 mM MgCfc, 0,001% Gelatine, 50 pmoles der 
betreffenden erlmdungsgemaBen Primenmschung(en) aus degenerierten 

30 OHgonucleotiden, 0^t5 mM von jedem Desoxynukleosidetriphosphat, und 1 ,25 Emhehen 
Taq Polymerase (GIBCO-BRL) amplifiziert. Die Versuchsansatze wurde auf Eis 
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zuberehet und mh 50 ul MtoeralOl (Sigma) uberechkhtet. Die Amptifikation wurde to 
einem handelublichen DNA-Therroal-Zykler (beispielsweise der Firma Pericto Elmer 
Cetus) unter Verwendung der fachbekannten "Hot-Starf-Methode durchgefuhrt, wobei 
30 Zyklen durchlaufen wurden, die jeweils die folgenden Parameter aufwiesen: 30 Sek. 
5 bei 94 °C, 4 Min.bei 50 °C und 1 Mtobei 72 °C. Zum AbschhiD wurde eto 
Extensionsschrht bei 72°C fiir 7 Mto durchgefuhrt. Die AnneaBngzeh. d.h. die Zeh zur 
Doppelstrangbildung, betrug vier Mmuten, um zu gewahrleisten, dafl die flberwiegende 
Zabl der in der erftodungsgemaBen Primermischung enthahenen (degenerierten 
Oligonukleotid-) Primer die zu ihnen homologen Matrizen finden. Die 
10 Extensionssequenz der erfindungsgemaflen Primer hat etoen stabuisierenden Effekt auf 
die Primer-Matrizen-BiiKlimgskinetik, so daB die in dem ersten PCR-Zyklus gebildeten 
PCR-Produkte to den folgenden Zyklen wesentlich effizienter amplifiziert werden. Damit 
geht der Vorteil etoher, daB retroviralc Matrizen sdbst daim amplifiziert werden 
(kttnnen), wenn der exakt dazu passende Primer nicht to der erfindungsgemaBen 
15 Primermischung vorhanden ist. Daiuber hinaus is* one schneBe Klonierung der 
Amplifikationsprodukte z.B. fiir erne Sequenziiberprufung oder fur die Charakterisierung 
neuer RT-verwandter Nukleotidsequenzen mOgtich. 

Die Reaktionsbedtogungen fiir die PCR wurden im Hmblick auf die Primermenge, die 
Annealtogzeit (Doppelstrangbildungszeit) und die Annealingtemperatur 
20 (DoppelstrangbUdungstemperatur) optimiert, urn eine optimale Produktausbeute zu 
ersdn.. 

Um Produkt-Kontamtoationen aus vorangegangenen PCR-Experimenten und etwaige 
Spuren von gemwmschen DNA-Kontaminationen to den verwendeten Losungen 
nachzuweisen, wurde eine Kontrollreaktion durchgefuhrt, bei der die Matrizen 

25 weggelassen wurden. Die Amplifikationsprodukte wurden auf praparativen 2,5 % TBE 
Agarose Gden elektrophoretisch aufgetrennt und mh Ethydhnnbromid angeftrbt. 
Banden mit einer GroBe zwischen 100 und 150 bp, die mh den ampBfizierten 
retroviralen RT-Nukleotidsequenzen korrespondierten, wurden aus dem Gel 
ausgeschrutten und unter Verwendung ernes handelsublichen Retoigungasets 

30 (beispielsweise des GENECLEANH lots von BIO 101 Inc., Vista CA USA) 
aufgeretoigt. Fur die RDBH wurden ca. 50 ng der gereinigten Fragmente mh [o- 
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32 P]dATP (3000 Ci/ramol) maridert Die Markicning wurdc mittels des Mcgaprime DNA 
labelling kit (Amersham Pharmacia Biotech, England) durchgefiihrt, sie kaim aber 
selbstversttadlich ebensogut auch mit Hilfe anderer gebrtuchlicher 
Markierungsverfahren erfolgen. 



Beispiel 6: Reverse Dot Blot Hybridisierung (RDBH) 

Sowohl ftr den Nachweis als auch filr die Identtfikation der amplifizierten Produkte 
wurde die Methode der RDBH angewendet. Diese RDBH-Methode ermdglicht cine 

10 strikte Diskriminieiung (Unterscheiduiig) von PCR-Produkten, so daB gegebenen&lls 
vorhandene falsch amplifizierte Nukleotidsequenzen, die keme Verwandtschaft zu 
Nukleotidsequenzen von retroviralen RT-Genen aufweisen, ohne Bedeutung and. Die 
hohe Stringenz der RDBH wird durch da Einsatz der erfindungsgemftBen synthetischen 
HERV-spezifischen Oligonukleotide errcicht, die als RDBH-Sonden auf die Dot Blot 

15 filtermembran aufgebracht sind. Der erfindungswesentiiche Vorteil dieser RDBH- 
Sonden- Oligonukleotide besteht darin, daB sie kdne der Nukleotidsequenzen enthalten, 
die die degenerierten Oligonukleotide der erfindungsgemfiflen PCR-Primermischungen 
MOP-ABD und MOP-C aufweisen (vgj. z,B. Tab. 1) und sich dadurch grunds&tzlich von 
diesen PCR-Primer-OKgonukleotiden unterscheiden. Dieser grunds&tzliche Unterschied 

20 zwischen den RDBH-Sonden-Oligonukleotulen und den PCR-Primer-Oligonukleotiden 
gew&hrleistet, daB eine Hybridisierung zwischen etner RDBH-Sonde und einem PCR- 
Amplifikat nur dann stattfindet, wenn die zwischen den beiden Primern befindliche 
Nukleotidsequenz mit dem betreffenden RDBH-Sonden-Oligonukleotid korrespondiert, 
d.h. wenn diese Nukleotidsequenz mit dem betreflfenden RT-Nuldeotidsequenzabschnitt 

25 identisch ist Oder sich nur in wenigen Nuldeotiden (n»3) unterscheidet. Im Idealfall 
sollten die hybridiaerenden DNA-Sequenzen v&Uig identisch sein. In der Praxis unter 
den gegebenen Hybridisierungsbedingungen sind Unterschiede von zwei bis drei 
Nuldeotiden tolerierbar. Infolgedessen kOnnen unter hoch stringenten Bedingungen 
sdbst eng verwandte retrovirale Nukleotidsequenz noch voneinander unterschieden und 

30 eindeutig identifiziert werden 
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Zur Vermetdung von Kreuz-Hybridisierungen wurden die optimalen 
Stringenzbedingungen fiir die RDBH bestimmt, indem Hybridisicrungstemperatur, 
Waschtemperatur und Salzkonxcntrationcn variiert wurden. Die Prthybridisierung der 
Reverse-D-Blot-Fihers wurde in verschweiBten Plastiktaschen in 0,25 M Na2HP0 4 pH 

5 7.2, 7% Natriurododecyisulfete (SDS), 1 mM EDTA bei 50 °C fiir mindcstens 3 Std. 
durchgefuhrt. Fur die eigentliche Hybridisterung wurden dieselben LOsungen rait 5xl0 5 
CpM der raarkierten PCR-Amplifikate pro ml Hybridisierungsvolumen versetzt und fur 
16 Std. unter den gleichen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden die Merabranen 
zwdmal in 40 mM Na2HP0 4 , pH 7,2, 5% SDS, 1 mM EDTA und zweimal in 40 mM 

10 Na 2 HP04, pH 7,2, 1% SDS, 1 mM EDTA, (jewetls ca 30 Min.) gewaschen. Die 
Untersuchung und Auswertung der Reaktion erfblgte nrittels Autoradiographic 

Bcispid 7: Analyse des HERV-Transkriptfonsmusten in humanen PBMNCs 

1 5 mitteb des erfindtmgsgemSBen PCR/RDBH- Verf ahrens 

Gem&8 dem in Fig. 2 dargestdhen Ver&hrensschema wurde zunSchst aus humancn 
PBMNCs die Gesamt-RNA wie in Beispiel 1 beschricben rahtel gftngiger 
Isolationstechniken extraUert. Diese Gesamt-RNA wurde zun&chst einer 
RT-PCR/RDBH unter Verwendung der erfindungsgemfifien Primermischung MOP- ABD 

20 unterworfen. Dabei wurden nahezu ausschlieBlichTyp B-verwandte HERVs, d h 
Mhgfieder der HERV-K Oberfcmilie, nachgewiesen (Fig. 3A). Die meisten Transkripte 
stammten von Mitgliedern der HERV-K -Untergruppen HML-2, -3, -4, und -6. Dartiber 
hinaus wurden Signale von HERV-KC4 vcrwandten Hementen (8 A, 8B) und von einer 
weheren HERV-K verwandten Nukleotidsequenz, die kdner der HML-Untergruppen 

25 zugeordnet werden kornite (5F), gefunden. Das beobachtete Expressionsmuster steht in 
tJbereinstimmung mh bereits publizierten Studien, die im Ergebnis eine differenzierte 
Expression von HML-Elementen in humanen Geweben feststelhen (Medstrand et al. 
1993, Andersson et aL 1996). AuBerdem wurden geringe Mengen des mh dem humanen 
Foamy Virus vcrwandten Elements HERV-L gefunden, wonrit die hohe Spezifitfit der 

30 MOP- ABD Primermischung fur Typ- ABD-verwandte Elemente gezdgt ist. 
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Parallel zu diesem Versuch wurde die Gesamt-RNA von PBMNCa einer 
RT-PCR/RDBH unter Verwendung der erfoidungsgemafien Prnnernuschung MOP-C 
unterworfen. Im Unterschied zur MOB-ABD-Prunermischung ist die MOP-C- 
Primermischung nicht nur aim Priming von Typ- C-verwandten NuWeotidsequenz 

5 geeignet, sondera amplinaert auch HERV-K-verwandte Hemente der HML-2, HML-4, 
und HML-6 Untergruppen. Es war eine Starke Expression von HERV-E4- 1 -verwandten 
Elementen (2H and 21), von humanem Foamy Virus verwandten HERV-L Elementen 
(IE bis IK) und von ERV9-verwandten HERVs (4E bis 4G, und 41) nachweisbar. 
Obwohl in alien RDBH-Reaktionen die gleichcn Mengen an radioaktiv markierten PCR- 

10 Amplifikaten etngesetzt wurden, ergaben die auf den Membranen vorhandenen 
genomischen DNA-Sonden (8E bis 8H) nacb der Hybridisierung nut MOP-C erzeugten 
PCR-Amplifikaten wesentlich starkere Signale als nach der Hybridisierung rnit MOP- 
ABD erzeugten PCR-Amplifikaten. Diese Befimde weisen darauf bin, daB das humane 
Genom sigmfikant mehr Kopien von Typ C-verwandten HERV-Elementen als von Typ- 

15 B-verwandtenHERV Elementen enthfih. 

Zum Nachweis aller retroviralen Nukleotidsequenzen in einem einzigen Experiment 
wurden die MOP-ABD- und die MOP-C-Primermischungen in Kombination aus 
aquimolaren Mengen in einem erfindungsgemaBen PCR/RDBH-Verfahren eingesetzt. 

20 Dieses Experiment resultierte in einer Oberwiegenden AmpKfikation von Typ C- 
verwandten Nukleotidsequenzen, wahrend die ABD-Typ-Sequenzen unterreprasentiert 
bfieben (Daten hier nicht dargcstellt). Aus diesem Grand wurden separate PCR 
Verfahren mit MOP-ABD-Primermischungen einersehs und MOP-C-Primermischungen 
andererseits durchgemhrt und die gereinigten Amplifikationsprodukte beider Verfehren 

25 in aquimolaren Mengen kombiniert. Mit dieser Amplifikationsproduktkombination wurde 
dann die RDBH durchgefthrt. Dabei wurde das in Fig. 3C dargestdhe Signatemster 
erhalten, das der theoretischen Kombination der Signalmuster der RDBH-Verfehren mit 
MOP-ABD- AmpHfikaten gemlfi Fig. 3A eberseks und mh MOP-C-Amplifikaten 
gemafl Fig. 3B andererseits entspricht. Dieser Befund zeigt, dafi das erfindungsgemafle 

30 PCR/RDBH-Verfahren insbesondere als qualitatives Nachweisver&hren Gberragend gut 
geeignet ist. 



WO 00/68435 



• 



PCT/DE00/01071 



Beispicl 8: Nachweis der Scnsitivitit des eriindungsgemlBen PCR/RDBH- 
Verfahrens 

Zur Uberprufung der SensMtvitW des erfindungsgemaBen PCR/RDBH-Verfahrens im 
Hmblick auf etnen angestrebten praktischen Einsatz in der Routinediagnostfc, z.B. zum 

5 Nachweis bzw. AusschhiB einer etwaigen Intcrspezies-Transmission von PERV mil 
Xenotransplantaten, wurden VerdOnoungsreihenexperimente unter Verwendung von 
cDNA aus humanen PBMNCs und abnehmenden Konzentrationen eines Idoirierten 
DNA-Fragmeuts, das eine PERV RT -kodierende Region enthah (Takeucbj et al. 1998), 
durchgefiihrt. Unter standardisierten Versuchsbedingungen war in der cDNA, die aus 

10 25 ng humaner PBMNC mRNA gewoimenen worden war, selbst noch die so geringe 
Menge von 10 Kopien PERV DNA nachweisbar (siehe FIG. 4A, FUter Code 7F). 

Irgendwelche Kreuzhybridisierungen zwischen taimanspeafischen Amplifikaten und 
PERV-spczifischen RDBH-Sonden wurden nicht beobachten (vgl. Fig. 3C, Filter Code 
15 7F). Auch bei der Durchfiihrung des PCR/RDBH-Verfahrens nut reiner Schweine-DNA 
als PCR Matrize (FIG. 4B) waren keine Kreuzhybridisieningen zwischen den Schweine- 
Ampnfikaten und den humanen endogenen oder exogenen retroviralen 
Nukleondsequenzen nachweisbar. Diese Ergebnisse sind ein starkes Indiz filr die sehr 
hohe Interepezies-Spezifitat des erfindungsgem&fien PCR/RDBH-Verfahrens. 
20 Die in dem hier dargesteUtenen Versuch gewonnenen Ergebnisse, namlich das mh der 
nuninen Typ-C Retrovirus-spezifischen Sonde (7 1) erhahene schwache Signal, weisen 
aberraschenderweise darauf bin, daB in der Schweine-Genom-DNA ebenfalls PERVs mh 
einer Homology zu MoMuLV enthaften sind. Weitere Ergebnisse dieses Versuchs, 
namlich die Beobachtung eines schwachen Signals mh humanen DNA-Sonden (8E, 8F) 

25 weisen ebenfalls uberraschend darauf bin, daB auch das humane Genora mOglicherweise 
PERV verwandte Nukleotidsequenzen enrnfik, die kern Pendant auf der eingesetzten Dot 
Blot Membran hab«i und infolgedessen vennutHch bisher noch uncharakterisiert and. 
Dieser Befunde verdeutHchen den auOerordentlichen VorteB des erfindungsgemfiBen 
PCR/RDBH-Verfehrea«, namlich die ErmogUchung des Auffindens, der Isofierung und 

30 Klonierung von bisher unbekannten DNA -Fragmenten. 
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TTTAGAGATAGCCCTCACCTGTTTGGCCAAGCATTGGCCAAGA 
TTTAAGTCACTTCTTGCACCCAGGTACCCTAATTCTTCAATAT 
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ATGCTCAACACCTACGTTAAGTGAGCATTTTGTAGGAAGAGCATT 
AAAGGACTCTCAGAATATGTTTCCCACTGCCTACATCGTTCATTA 


ATGCTTAACAGCATT ATATCAGCATGTTGTAGGATAGt»wvl 1 / w\ 
GGTGCCTCTGAATATGTTTCCCACAGCCTACATCCGTCATTATAT 

ATGAAAAATAGCCCTACTTTATGTCAAAAATTTGTGGACAAAGCT 
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A. Humane endogene retrovirale Sequenzen 



Typ B Retroviren 
(HERV-K-Oberfamilie) 


HML-1 | 
Unteraruppe 


HML1 (1A) I 
Seq29(1B) S 




HML-2 I 
Unteraruppe | 


HERV-K10(2A) 
U87592 (2B) | 




ML-3 I 
ntergruppe i 


HML-3 (3A) 
S66676 (38*) 
RT244 (3C*) 
Seq26 (3D ) 
Seq34 (4A*) 
Seq42 (4B*) 

SeQ43 (4U ) 




HML-4 
Untergruppe 


HERV-K-T47D (5A) | 
beqUO (Do) j 
Seq10(5C) 




HML-5 | 
Untergruppe 


UUI R IRA\ I 




HML-6 
Untergruppe 


HML-o (7 A) 
Seq38(7B) 
Seo56(7C) i 




KC4 Untergruppe 


HERV-K-C4 (8A) 
Seq31 (8B) I 




unbestimmt 


U39937(5F) 


Typ C Retroviren 


HERV-H& 
verwandte 


IAF026252(2J) 
Seqol (2K) 
Seq66(2L) 




ERV9 & verwandte 


ERV9 (4E) 

Seq49(4F) ! 
Seq59(4G) 
1 oeqou \**ri) 1 
Seq63(4l) 




ERV-FRD 


ERV-FRD (3E) 
Seo46 f3F) 1 




HERV-ERI Familie 


HERV-E(4-1)(2H) 
Sea32(2l) J 




HERV-I& 
verwandte 


HERV-I(3H) I 
HERV-IP-T47D (31) 
Seq65(3J) 




HERV-T 


S71 pCRTKI (2E) ! 
S71 pCRTK2 (2F) 




HERV-W 


AF009668 (4L) 


|typ D Retroviren 


MPMV verwandte 


|Seo36(5H) I 



WO 00/68435 




PCT/DEOO/01071 



Tabelle 3 (Fortsetzung) 



Foamy Virus verwandt 


HERV-L & 
verwandte 


G895836 (1E) 
Seq39 (1F) 
Seq40 (1G) 
Seq45(1H) 
Seq48 (1 1) 
Seq51 (1J) 
Seo58(1K) 


unbestimmte retrovirale 
Elemente 


U46939 (5E) 
Seq35 (5G) 
Seq41 (51) 
Seq77 (5J) 


humane nonvirale 
Rotronnsons 


LINE-1 (3L) 


B. Exogene Retroviren 


Humane exogene 
Retroviren 


HRV5 (6E) 
Foamy virus (6F) 
HTLV-1 (6G) 
HTLV-2 (6H) 
HIV-1 (61) 
HIV-2 (6J) 


endogene 
SSuger-Retroviren 


MMTV(7E) 
PERV(7F) 
BaEV (7G) 
GaLV (7H) 
MoMuLV(7l) 
MPMV(7J) 
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A nspruche 

1. Aus Vorwamprirnern und Umkehrprimera bestehende Primcrmischung ("MOP") 
fur die PCR, dadurch gekennzeichnet, 

daD Vorwartsprimer und Umkehrprimer dcgenerierte Oligonukleotide sind, 
daB entweder ("MOP-ABD") 

die Vorwartsprimer die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID NO. 1, namlich: 
ARAGTNYTDYCHCMRGGH, mit einem "Kopf am 5'-Ende und mit 3456 
De g enera ti onen 

und die Umkehrprimer die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID NO. 2, namlich: 
NWDDMKDTYATCMAYRWA, mit einem "Kopf am S'-Ende und mit 27648 
Degenerationen aurwetsen, 
oder(-MOP-C") 

die Vorwartsprimer die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID NO. 3, namlich: 
TKKAMMSKVYTRCYHCARGGG, mit einem "Kopf am 5'-Ende und mit 3072 
Degenerationen und 

die Umkehrprimer die Nukleotidsequenzen gemaB SEQ ID NO. 4, namfich: 
MDVHDRBMDKYMAYVYAHKKA, mit einem "Kopf" am S'-Ende und mit 8192 
Degenerationen aurweisen, 

und daB "KopF fur eine Nukleotidsequenz stent, die eine Schmttstelle fur ein 
Restriktionsenzym und eine Klammer-Sequenz am S'-Ende dieser Schnhtstelle 
umfaBt und deren Lange die die halbe Lange der kompletten Nukleotidsequenz des 
Vorwarts- oder Umkehrprimers rdcht uberschrdtet. 



2. Primermischung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

das der "Kopf-Abschnht der in den Sequenzprotokollen dargestelhen 
Nukleotidsequenzen die Nukleotidsequenz GAAGOATCC aufweist. 
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3 . Verfehren zum spezifischen Nachwcis und zur Idcntifiacrung retroviraler 
Nukleinsfturen / Rctroviren in einem Untcrsuchungsgut, gekennzeichnet durch Ait 
und Reihenfolge dcr nachstehend genaxmten MaBnahmen: 

Isolierung der Nukleinsfciren, nfimlich DNS- und/oder RNS, aus dem 
Untcrsuchungsgut, 

Durchfiihrung einer PCR mit den isolierten DNS odcr ciner RT-PCR mit den 
isolierten von RNS timer Verwendung von einer oder beiden Primennischungen 
gem&B Anspruch 1 

Aufrdnigung der erhahenen (RT-) PCR- Amplifikate und Einsatz derselben in 
einem RDBH-Verfehren unter Verwendung immobilisierter RDBH-Sonden, die 
jeweils (je Sonde) synthetische Oligonukleotide umfessen, deren Nukleotidsequenz 
der retroviralen Nukleotidsequenz des retroviruspezifischen Reverse-Transkriptase- 
Gens der mit dem betreffenden Dot nadizuwebenden Virosart odcr einem Abschnitt 
einer solchen reviralen Nukleotidsequenz entspricht und keine Uberiappung nut den 
Nukleotidscquenzen der Vorw&rtspriraer und Umkcbrprimer der in dcr PCR oder 
RT-PCR eingesetzten Primennischungen aufweist. 

4. Verfehren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet 

dafl die Nukleotidscquenzen der synthctischen Oligonukleotide der RDBH-Sonden 
zu der retroviral^ Nukleinsiureregion des Reverse-Transkriptase-Gens zwiscben 
denhoch konservierten Motiven V L P Q G und Y M/V D D I/V/L L oder m einem 
Abschnitt dieser Region korrcspondierca 

5. Verfehren nach einem der Anspriiche 3 odcr 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafl als immobiHsiertc RDBH-Sonden jeweils eine Mischung aus Aquimolaren 
Mengen der beiden Partner dnes Paars synthetischer Oligonukleotide, das 
ausammen zu einem vorzugsweise 90 bp langen Abschnitt aus der 
Nukleins&ureregion des Reverse-Transkriptase-Gens zwiscben den boch 
konservierten Motiven V L P Q G und Y MAT D D I/V/L L korrespondiert, 
eingesetzt wird. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 

daB die bciden Partner des Paars synthetischer Oligonukleotide annfcherod gjeich 
groB bzw. gleich lang, vorzugsweise ca 45 bp lang and. 



7. Venvendung von einem oder roehreren synthetischen Oligonukleotid(en), 
dessen/deren Nukleotidsequenz(en) nut der Nukleinsfiureregion eines 
retrovinwpezifischen Reverse-Transkriptase-Gens zwischen den hoch konservierten 
Motiven V L P Q G und Y M/V D D I/V/L L oder nut einem Abschnitt dieser 
NukleinsHureregion korrespondiert/ korrespondieren, als Reverse-Dot-Blot- 
Hybridisieaings-Sonde(n) in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6. 



8. Venvendung ftqumxriarer Mengen zweier synthetischer Oligonukleotide, die 

zusammen, tuntereinandergeraht zu einem vorzugsweise 90 bp langen Abschnitt aus 
der NukleinsAureregion des Reverse-Transkriptase-Gens zwischen den hoch 
konservierten Motiven VL P Q G und YM/V D D I/V/L L korrespondieren, als 
Reverse-Dot-Blot- Hybridisienmgs-Sonde(n) in einem Verfahren nach einem der 
Anspriiche 3 bis 6. 



9. Diagnosddt aim speaafischen Nachwcis und zur Identifizicrung rctroviraler 
Nukfcins&uren/ Retroviral in einem belicbigen Untersuchungsgtrt, um&ssend 
wenigstens etne der aus Vorwftrtsprimern und Umkehrpximem bestche nden 
Primennischungen ffir die PCR gem&fl Anspruch 1 und wenigstens einc 
Reverse-Dot-Blot-Hybridisienings-Sonde gemfiB Anspruch 7 oder Anspruch 8. 




< 



WO 00/68435 





Til 



I! 

o 

tuj 

Q 
O 
CD 
< 



inuns 



< 



A 1U/UU9705 

WO 00/68435 mk ^ PCT/DEOO/01071 

531ReSpCW: 08 NOV 2001 

S EQUENZ PKOTOKOLL 



<110> Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg 



<120> Verfahren zum apetifiachen Nachweis unci zur 

Identifizierung retroviraler Nukleinsauren/Retroviren 
in einem Untersuehungsgut 



<130> sex 1 



<X40> 
<141> 



<X50> DE 199 21 419.0 
<151> 1999-05-08 



<160> 4 



<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

aragtnytdy chcmrggh 13 



<210> 2 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



WO 00/68435 




2 




PCT/DE00/01071 



<400> 2 



nwddmkdtya 



tcmayrwa 



18 



<210> 3 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

tkkammskvy trcyhcargg g 21 

<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 



mdvhdrbmdk 



ymayvyahkk a 



21 



